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研究成果の概要（和文）：真核生物の細胞核DNAはヒストンと強く結合し、クロマチンとして存在している。ヒ
ストンの多様な翻訳後修飾を受けるが、修飾の生物学的意義については不明な点が多い。本研究では、抗体を用
いた阻害実験、修飾を受けたクロマチンに特異的に結合する蛋白質の探索、修飾を生細胞で可視化するプローブ
の開発、を行った。リン酸化ヒストン特異的抗体を細胞内に導入すると染色体の不分離が見られたが、この要因
は姉妹染色体間の結合であると考えられた。リン酸化されたクロマチンに結合する候補因子として見出された蛋
白質は、セントロメアに局在した。また、新規の生細胞可視化プローブの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：DNA in eukaryotic nuclei forms chromatin by binding with histone proteins. 
Histones are subjected to a variety of posttranslational modifications, but the biological 
significance of those modifications remains largely unknown. In this study, we performed inhibitory 
assay based on antibody injection, identification of proteins that bind to specifically modified 
chromatin, and development of new live cell modification probes. When phosphorylated 
histone-specific probes were injected into cells, chromosome missegregation was observed, which 
probably resulted from bridging between sister chromatids. A candidate protein that bound to 
phsophorylated chromatin localized to centromeres. Finally, we developed some new 
modification-specific intracellular antibody probes that could monitor specific modifications in 
living cells.    

研究分野：細胞生物学・エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の細胞核中の DNA は、クロマチンの
基本単位であるヌクレオソーム構造（約 150
塩基対の DNA が、H2A、H2B、H3、H4、各 2分
子ずつからなるヒストン8量体を取り巻いた
構造）をとって存在している。転写調節やゲ
ノム恒常性維持には、このヌクレオソームを
構成するヒストンの翻訳後修飾が重要な役
割を果たしていることが最近分かってきた。
特に、クロマチン免疫沈降と大規模塩基配列
解析（ChIP-seq）を用いて様々な細胞種にお
けるゲノム上のヒストン修飾の分布が俯瞰
できるようになり、遺伝子発現制御と特定の
修飾との相関が見出されている。また、個々
のヒストン修飾酵素、脱修飾酵素の機能解析
も遺伝子のノックアウトや蛋白質複合体解
析により、盛んに行われている。しかしなが
ら、一つの修飾酵素・脱修飾酵素がヒストン
上の単一のアミノ酸残基のみを標的にする
とは限らず、また、複数の酵素が同一のアミ
ノ酸残基を標的とする場合も多い。一方、出
芽酵母においてヒストンの点変異体解析に
よりそれぞれのアミノ酸の重要性が調べら
れているが、例えば、リジン残基の場合、ア
セチル化、モノメチル化、ジメチル化、トリ
メチル化、非修飾の５つの状態をとるため、
アラニン置換体の表現型の解釈は単純では
ない。従って、特定のヒストン修飾が持つ生
物学的機能については不明である。 
研究代表者らは、個々のヒストン修飾に対
するマウスモノクローナルパネルを作製し、
エピゲノム解析や修飾動態解析に用いてき
た。特に、抗体から抗原結合断片（Fab）を
調製し、蛍光標識した後に培養細胞やマウス
受精卵に導入することで、生きた細胞内でヒ
ストン修飾を可視化する技術（FabLEM; 
Fab-based live endogenous modification 
labeling）を開発した。また、抗体をコード
する cDNA から可変領域をクローニングし、
一本鎖可変領域抗体（scFv; single-chain 
variable fragment）と蛍光蛋白質を融合さ
せた修飾特異的細胞内抗体（Mintbody; 
modification-specific intracellular 
antibody）として発現させることで、培養細
胞や生きている動物個体でヒストン修飾を
検出することにも成功している。これらの
FabやMintbodyプローブを用いたヒストン修
飾の可視化には、それらの細胞内分子数（導
入量や発現量）を厳密にコントロールする必
要があると考えられた。即ち、細胞内で少量
のプローブが存在する場合は、細胞の増殖や
動物の発生に影響を与えないが、Fab を過剰
量導入すると細胞増殖を阻害する可能性が
ある。従って、細胞内に存在するヒストン修
飾プローブの量と性質を調節することで、ヒ
ストン修飾の機能阻害を行うことが出来る
のではないかと考えた。また、様々な修飾を
持つクロマチンに特異的に結合する蛋白質
を探索することによっても修飾の意義を明
らかにすることができると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、様々なヒストン修飾に特異的な
抗体を生細胞核内に導入し、特定の修飾をブ
ロックすることで、それぞれの遺伝子発現や
細胞分裂への制御への影響を明らかにする
ことを目的として行った。 
  
３．研究の方法 
 
（１）抗体の生細胞への導入と生細胞イメー
ジング 
ヒストン修飾特異的モノクローナル抗体を
ハイブリドーマ上清から精製し、高濃度（数
mg/ml）に濃縮し、ビーズローディング法に
より細胞に導入した。生細胞での染色体動態
を観察するために、蛍光標識 Fab も同時に導
入した。 
 蛍光観察には、スピニング型共焦点顕微鏡
（横河電機・CSU-W1、ニコン・Ti-E、Andor・
iXon3）を用いた。 
 
（２）特定の修飾を持つクロマチンに結合す
る因子の探索 
非同調の HeLa 細胞、および、ノコダゾール
処理によりM期に同調した細胞からクロマチ
ンを調製し、様々な修飾特異的抗体またはコ
ントロールIgGを付加したビーズを用いて免
疫沈降を行った。免疫沈降物をポリアクリル
アミドゲルで分離後、質量分析により共沈し
た蛋白質を同定した。 
 候補蛋白質をコードするcDNAを用いてGFP
融合蛋白質としての発現ベクターを構築し、
また、様々な欠失変異体を作製し、ヒト培養
細胞内で発現させ、局在を解析した。 
 
（３）Mintbody の開発 
修飾特異的モノクローナル抗体を発現する
ハイブリドーマから RNA を抽出し、RNA-seq
により、IgG 重鎖と軽鎖の塩基配列を決定し
た。その配列をもとに PCR により可変領域を
クローニングし、一本鎖可変抗体を作製した。
蛍光蛋白質との融合蛋白質として培養細胞
で発現させ、その局在を観察した。ヒストン
H3 Lys9 のトリメチル化特異的 Mintbody
（H3K27me3-mintbody）に関しては、ランダ
ム変異や部位特異的変異により、細胞内でよ
り安定な変異体の探索を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）細胞分裂におけるヒストン H3 リン酸
化 の意義 
ヒストン H3 の Ser10 と Ser28 のリン酸化
（H3S10ph、H3S28ph）に特異的なモノクロー
ナル抗体をそれぞれ大量に調製し、ビーズロ
ーディング法により細胞の細胞質に導入し
た。抗体は分子量が大きくて核膜を通過でき
ないため、M 期に核膜が崩壊した後に修飾ヒ
ストンに結合する。そのため、最初の分裂期



におけるヒストン修飾の機能を阻害すると
考えられた。また、分裂期の染色体動態を可
視化するため、導入した抗体とは異なるリン
酸化を認識する蛍光標識Fabを同時に導入し
た。その結果、コントロールの非特異的抗体
に比べて、H3S10 のリン酸化抗体と H3S28 の
リン酸化抗体を導入した場合、生細胞観察に
よって分裂期の時間の遅延や染色体の不分
離などに異常が見られた（図１）。また、免
疫蛍光抗体染色によっても、染色体分配の異
常が確認された。また、モノメチル化 H4K20
（H4K20me1）に特異的な抗体を細胞に導入し
たところ、細胞周期の長さや他の修飾に変化
が見られた。 
 
 
 
 
 

しかしながら、リン酸化特異的 Fab を導入
し、染色体分配に対する影響を調べたところ、
IgG による影響とは異なり、Fab の場合には
分配異常は見られなかった。従って、一定量
のリン酸化をマスクしただけでは分裂に影
響しないと考えられた。IgG の導入により見
られた影響は、姉妹染色体間をブリッジする
ことで染色体の不分離を誘導したと考えら
れた。このことから、抗体による阻害実験に
関しては、単なるマスク効果だけではなく、
抗原間の結合による影響も考慮する必要が
あることが示された。 
 
（２）リン酸化クロマチンに結合する蛋白質。 
リン酸化ヒストンと共に免疫沈降される
蛋白質を質量分析で探索したところ、いくつ
かの候補が得られた。そのうちの一つは、ア
セチル化リジンと結合するブロモドメイン
を持つ蛋白質であり、この蛋白質のクロマチ
ン結合の解析を行った。リン酸化される部位
のセリンやスレオニンをアラニンに置換し
たヒストン H3 との結合を解析したところ、
どの部位の変異も結合には影響しなかった。 
この蛋白質は、セントロメアにも局在する
であり（図２）、その局在化ドメインの絞り
込みを行ったところ、ブロモドメイン以外の
場所がセントロメア局在に必要であること
がわかった。また、この蛋白質を強制的にク
ロマチンにテザリングすると、多くのセント
ロメア蛋白質もその場所に局在することが
明らかになった。したがって、この蛋白質は、
セントロメアクロマチンの形成を促進する
ことが示唆された。 
セントロメアクロマチンには特定のヒス
トン修飾が存在することから、今後の研究に
よりセントロメアクロマチン形成とヒスト
ン修飾との関係が明らかにできると期待で
きる。 

 
 
 
 
 
 
 

 
（３）新規 Mintbody の作製 
新規 Mintbody の開発のために、多数のハイ
ブリドーマから scFv をクローニングし、
scGFP 融合蛋白質として細胞中での発現を行
った。その結果、ヒストン H4K20 ジメチルや
転写伸長型 RNA ポリメラーゼ II に特徴的な
リン酸化等を特異的に認識するプローブが
得られた。さらに、オリジナルクローンにい
くつかのアミノ酸変異を導入することで
H3K27me3特異的mintbodyの発現に成功した。
このH3K27me3-mintbodyをヒトやマウスの雌
体細胞に発現させると、不活性 X染色体に濃
縮された。また、大腸菌で発現、精製した
H3K27me3-mintbody の特異性をペプチドアレ
イや免疫染色、ウェスタンブロッティング等
で解析し、H3K27me3 に特異的に反応すること
を確認した。今後、この mintbody を用いた
可視化や遺伝子操作により転写抑制や活性
化の機構を明らかにできると期待される。 
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